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초  록
바이오이미징을 위한 수용성 고형광성 디아릴에텐의




자극반응물질들은 바이오센서, 약물전달, 스마트 광학시스템 등의
다양한 분야에서 중요성이 증가함에 따라 함께 주목 받고 있다. 그 중
빛은 가장 우수한 자극으로 꼽힌다. 그 이유는 접근성, 빠른 반응성,
물리적접촉이 없다는 점, 좁은 지역에 초점을 맞추기 쉽다는 점
때문이다. 이러한 장점들은 생체 내 세포의 구조 및 움직임을 파악하고
추적하는데 유리하며, 더욱이나 초고해상도 현미경의 등장으로 인해
바이오 이미징에서 광변색성 물질을 사용한 연구가 급증하고 있다. 이는
기존의 형광체들과 다르게 형광을 켜고, 끄는 방법을 이용한다면,
형광체의 형광을 세포의 자가형광과 구별하여 높은 명암비를 가진
이미지를 얻을 수 있기 때문이다. 다양한 광변색성 물질군 중
디아릴에텐은 가장 우수한 피로안정성과 열적 안정성을 가진다. 또한
빛자극에 의한 정반응은 빠르고, 역반응은 느려서 빛에 의해 정보를
빠르게 읽어 드리며, 정보를 읽는 동안 상태가 안정적이게 유지 될수
있다는 장점이 있다. 하지만 기존의 디아릴에텐은 형광체와 연결하거나
섞어서 에너지 전달을 이용한 형광이 꺼지는 시스템에 이용 되어 왔다.
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이는 형광이 켜지는 시스템에 비해 낮은 명암 비를 가진다는 단점을
가진다. 이러한 문제가 형광이 켜지는 디아릴에텐이 발표되고
해결되었지만, 물에 녹이기 힘들다는 단점으로 인해 여전히 한계점을
가지고 있다. 이러한 불 수용성 단점을 해결하기 위해 나노입자를
이용하여 왔지만, 나노입자는 오스트발트 숙성 현상에 의해 입자가
뭉치게 되고 생체내에서 독성을 가질수 있게 된다. 이외에도 분자단위로
이미지를 얻을 수 없다는 점과 단분자와 다르게 상대적으로 큰 크기와
무게로 보다 작은 세포의 움직임을 추적하기 어렵다는 단점이 있다.
이러한 원인 들로 인해 수용성 디아릴에텐의 개발이 요구 되고 있다.
형광이 꺼지는 디아릴에텐의 연구를 바탕으로 형광이 켜지는 수용성
디아릴에텐을 만들기 위해 단당류와 카르복실산을 이용한 예가 보고
되었지만, 순수한 물에 녹지 않는 다는 점 및 상대적으로 높은 pKa 
값으로 인해 좁은 pH 범위에서의 제한된 활용성을  가진다는 단점을
가지고 있다. 이를 해결한다면 단분자로써 이상적인 바이오이미징
형광체 일 뿐 아니라 나아가 앞으로 회절한계인 200 nm를 넘어선
고해상도 현미경을 통한 분야에서도 큰 가능성을 볼 수 있을 것으로
예상된다.
Chapter 2 에서는 수용성 디아릴에텐을 설계하고 합성하였다. 새롭게
합성한 수용성 디아릴에텐은 기존에 보고된 수용성 디아릴에텐과 다르게
넓은 범위의 pH 값을 가지고 물에 대한 용해도가 높다는 것을 알수
있다. 또한 높은 흡수계수와 발광 수율, 높은 피로저항성, 빠른 고리화
반응과 느린 고리화의 역반응으로 높은 명암 비의 이미지를 안정적으로
얻을 수 있다. 이를 통해 우수한 광변색성 물질로서 세포 내에서의
활용가능성을 파악 하였다.
Chapter 3 에서는 Hela 세포를 배양한 후 수용성 디아릴에텐을 Hela 
세포 내에 흡수 시켰다. 공초점 현미경으로 새롭게 합성한 광변색성
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물질이 세포내에 흡수되고, 형광이 안정적으로 꺼졌다 켜지는 것을
확인하였다. 이 물질이 초고해상도 현미경에서 작동하는지 Hela 세포
내에서 pump-probe 실험을 진행 하였다. 실제적으로 초고해상도
현미경에 사용하기 위해선 라벨링을 해야 한다. 이를 위해 양전하를
가진 나노입자에 전기적으로 광변색 물질을 붙였다. 공초점 현미경으로
확인한 결과 전기적 결합이 유효한 것을 확인하였고, 앞으로 바이오
이미징 및 초고해상도 이미지에 기대되는 물질이라는 것을 알 수 있었다.
.
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자극반응물질들은 바이오센서, 약물전달, 스마트 광학시스템 등의
다양한 분야에서 중요성이 증가함에 따라 함께 주목 받고 있다. 그 중
빛은 가장 우수한 자극으로 꼽힌다.1 그 이유는 접근 성, 빠른 반응 성, 
물리적 접촉이 없다는 점, 좁은 지역에 초점을 맞추기 쉽다는 점 때문
이다.2 이러한 장점들은 생체 내 세포의 구조 및 움직임을 파악하고 추
적하는데 유리하며, 더욱이나 초고해상도 현미경의 등장으로 인해 바
이오 이미지 분야에서 광변색성 물질을 사용한 연구가 급증하고 있다.3
이러한 광변색성 물질은 빛을 이용하여 Figure1.1 과 같이 2가지의
열 적으로 안정한 이성질체를 가역적으로 변환할 수 있다. 이는
Figure1.2 와 같이 각각의 기저상태에서는 에너지 장벽이 높아서 이동
할 수 없지만, 들뜬 상태에서는 에너지 장벽이 낮아서 빛 자극에 의해
가역적으로 이동할 수 있기 때문 이다. 이때 광변색성 현상이 일어나
는 대표적인 예로는 전자고리화 반응 (pericyclic reaction), 시스-트
랜스 이성질화 (cis-trans isomerizations), 분자 내 수소 전이
(intramolecular hydrogen transfer), 분자 내 원자단 이전
(intramolecular group transfer), 해리과정 (dissociation process) 
2
과 산화환원과 같은 전자 이동 (electron transfer)이 있다.4 광변색성
현상을 이해하고 다양한 응용분야에 사용하기 위해서는 몇가지 중요한
특성이 있다. 이는 등흡수점 (isosbestic point), 광 평형상태
(photostationary state), 광변색성 수율 (photochromic quantum 
yield), 전환비율 (conversion ratio)과 내피로성 (fatigue resistance)
이다.5 등흡수점 (isosbestic point)이란 2가지의 이성질체가 서로 평
형을 이루고 있다는 뜻이며, Figure1.3 과 같이 2가지 이성질체의 흡
수 스펙트럼이 한 점에서 교차하는 것을 통해 확인할 수 있다. 광평형
상태 (photostationary state)는 빛 자극에 의해 이성질체간의 평형이
이동되고, 최종상태에 도달한 것을 의미한다. 이론적으로 다른 이성질
체로의 변화가 모두 가능하지만, 각각의 이성질체의 흡수 스펙트럼이
겹쳐 있는 경우가 많기 때문에, 일정한 빛 조건에서 연속 조사하면 그
파장에서의 이성질체의 흡수계수와 양자수율에 따라 광변색성반응은
평형에 도달하게 된다. 광변색성 수율 (photochromic quantumyield)
와 전환 비율 (conversion ratio)의 경우는 이성질체 간의 변화가 얼
마나 빨리 일어나며, 광평형상태로의 이성질체 변화가 얼마나 많이 일
어 났는지를 의미한다. 마지막으로 내피로성 (fatigue resistance)은
빛 자극에 의한 이성질체간의 반복적인 변화를 충분히 견딜 수 있는
성질을 의미한다.
3
Figure 1.1 광변색성물질의 두 가지 이성질체
Figure 1.2 광변색 물질의 4 가지 에너지 준위와 에너지 장벽
Figure 1.3 광변색성 물질이 가지는 등흡수점 5
A B






Figure1.4 와 같이 광변색성 물질은 크게 녹색형광단백질, 유기형
광체, 합성 광변색성물질로 다양한 종류가 있다.6 하지만 유기형광체의
경우 이성질체로의 변화가 가역적이지 않거나, 안정성이 많이 떨어지
고, 녹색형광단백질의 경우는 우수한 특성을 가졌지만, 크기가 커서 녹
색형광단백질 보다 작은 세포의 움직임 및 구조를 보는 것에 한계점을
가지고 있다. 이러한 단점들을 해결하기 위해 합성 광변색성 물질들에
대한 연구가 활발히 진행 되고 있다. 그 대표적인 예로 스파이로파이
란과 디아릴에텐이 있다.6e,6f,6g,6h 그 중에서도 디아릴에텐의 경우 가
장 열적 안정성 및 내피로성이 높아 약물전달, 바이오이미징, 스마트
광학시스템 등과 관련하여 많은 연구가 진행 되고 있다. 이러한 디아
릴에텐의 초기 디자인은 Figure1.5 와 같다.7 이 물질의 경우 빛에 의
해 전자고리화 반응 (pericyclic reaction)이 일어난다. 들뜬 디아릴에
텐이 빛에 의해 고리화 반응이 일어날때 Figure1.6 과 같이 가장 간단
한 모형인 1.3.5-hexatriene 을 기초로 한 우드워드-호프만규칙
(Woodward Hoffman rules)을 따르게 된다. 총 6개의 전자가 참여하
며, 동일방향 회전이 허용된다.8 하지만 이물질의 경우 시스-트랜스 이
성질화 (cis-trans isomerization)에 의해 전자 고리화 반응
(pericyclic reaction)이 방해를 받게 되고, 빛에 의한 안정성이 낮다
5
는 단점이 있었다. 이를 해결하기 위해 이중 결합 부분을 고리화 시켜, 
Figure1.7 과 같이 다양한 유도체의 디아릴에텐을 개발하였다.9 이러
한 디아릴에텐의 열린형태는 Figure1.8 과 같이 역평행구조와 평행구
조가 있다. 각각의 고리화 반응이 일어나는 활성탄소의 p 궤도함수는
역평행구조에서만 동일방향 회전에 의한 고리화반응이 일어날수 있게
된다. 안정성이 향상된 디아릴에텐은 자체의 형광이 없어, 바이오이미
지 및 바이오센서 및 스마트광학시스템 등에 이용하기 위해 Figure1.9
와 같이 형광체와 섞거나, 연결하여 이를 활용해왔다.  이러한 방법은
에너지 전달을 이용하여 형광이 꺼지는 방법으로 Figure1.10 과 같이
형광이 켜지는 방법에 비해 상대적으로 낮은 명암대비 값을 가지게 된
다.10 이를 해결하고자 디아릴에텐의 개발은 계속 되었고, Figure1.4(g)
과 같이 기존의 디아릴에텐을 산화시켜, 형광이 켜지는 디아릴에텐의
개발이 되었다.11 이 물질의 경우 높은 발광수율, 높은 전화비율, 높은
열적 안정성 및 내피로성, 빠른 고리화 반응과 느린 역반응으로 정보
를 높은 명암대비로 정보를 빠르게 읽어 드릴 수 있으며, 정보를 읽는
동안 안정적으로 유지 될 수 있는 물질로 기존의 형광이 없는 디아릴
에텐보다 우수한 광변색성 물질이다. 이러한 장점은 다양한 분야에서
요구하는 광변색성 물질의 특성에 부합하며, 그 중 바이오 이미징 및







Figure 1.4 다양한 광변색성 물질 군 (a)Cy3, (b)Alexa, (c)GFP, 





Figure1.5 초기 디아릴에텐의 모식도
Figure1.6 1.3.5-hexatriene의 고리화 반응 및 그 역반응..
          





Figure1.8 디아릴 에텐의 역평행 구조와 평행구조의 모식도.
Figure 1.9 에너지 전달을 이용한 디아릴에텐의 형광을 끄는 모식도. (a)
이분자, (b)혼합물
Figure 1.10 형광을 켜는 디아릴에텐의 모식도
(a) (b)










디아릴에텐의 경우 물리적 접촉이 없고, 초점을 맞추기 쉬운 빛자
극을 이용할 뿐 아니라 높은 안정성을 가지고 있어서, 바이오 이미지
분야 및 초고해상도 현미경을 이용한 분야에서 활발히 연구가 진행 되
었다.2 이러한 디아릴에텐을 바이오 이미지 분야에 응용하기 위해 수용
성 분자를 만들고자 하는 많은 연구가 진행 되어왔다.12 기존의 형광이
꺼지는 디아릴에텐의 경우 나노입자, 단당류, 이온성 작용기 등 다양한
방법을 이용하여 수용성 문제를 해결하였다. 하지만 최근 개발된 형광
이 켜지는 디아릴에텐의 경우 우수한 특성을 가졌지만 상대적으로 연
구가 많이 진행되지 않았고, 수용성 디아릴에텐의 예는 아주 적다.13
이를 해결하기 위해 기존의 방법을 이용하여 몇몇 연구결과가 발표 되
었다. 이들 중 나노입자는 오스트발트 숙성 현상에 의해 나노입자가
뭉치게 되고 생채 내에서 독성을 가질 수 있게 된다. 이외에도 분자단
위로 이미지를 얻을 수 없다는 점과 단 분자와 다르게 상대적으로 큰
크기와 무게로 보다 작은 세포의 움직임을 추적하기 어렵다는 단점이
있다.14 이외에도 보고된 형광이 켜지는 수용성 디아릴에텐의 경우
Figure1.11 과 같이 단당류의 경우는 순수한 물에 녹지 않는 다는 단
점을 가지고 있다. 또한 Figure1.12 와 같이 카르복실산을 단 경우
물에대한 용해도가 높지 않을 뿐만 아니라 상대적으로 높은 pKa 값으
11
로 인해 좁은 pH 에서의 제한된 활용성을 가지고 있다. 이러한 단점들
을 해결하고자 높은 수용성 특징을 가지고, 넓은 pH 범위를 가진 이온
성 디아릴에텐의 개발이 필요로 된다.
12
Figure 1.11 형광이 켜지는 디아릴에텐에 단당류를 붙인 수용성 광변색
물질
Figure 1.12 형광이 켜지는 디아릴에텐에 카르복실산을 붙인 수용성
광변색 물질
13
1.4 바이오 응용 기술 분야
높은 발광수율, 높은 전환 비율, 빠른 고리화 반응 및 느린 역반응, 
높은 안정성 및 내피로성 등의 우수한 특성을 가진 형광이 켜지는 디
아릴에텐을 생체분야에 활용하고자 한다. 이러한 형광이 켜지는 디아
릴에텐의 경우 특히 바이오이미징 분야에서의 활용도가 높다. 첫번째
로는 세포의 자가형광을 제거한 높은 명암대비의 이미지를 얻을수 있
다는 것이다. 세포의 자가형광은 형광체와의 명암대비를 저해 시키고
낮은 해상도의 이미지를 얻게 한다. 이러한 자가형광을 제거하고 높은
명암대비의 이미지를 얻기 위해선 비율척도 이미징, 시간분해 이미징, 
광변색성 이미지 방법이 이용가능하다.15  이중 높은 명암대비를 가진
형광이 켜지는 디아릴에텐의 경우 광변색 이미지 방법에 응용가능하며, 
높은 명암대비의 세포 이미지를 얻을수 있게 된다. 두번째는 초고해상
도 현미경에 응용 가능하다는 것이다. Figure1.13 와 같이 초고해상도
현미경은 회절한계인 200 nm 극복하여, Figure1.14 와 같이 미토콘드
리아 보다 작은 세포 의 움직임 및 구조를 파악할수 있는 장비이며, 
이때 형광이 켜지는 광변색성 물질이 사용되기 때문이다.16
14
Figure 1.13 기존의 공초점 현미경의 회절한계를 초고해상도 현미경을
통하여 극복한 이미지.
15
Figure 1.14 회절한계인 200 nm 와 세포들의 크기. (회절한계인 200 nm 는
mitocondria 와 유사. 15
16
1.5 연구목표
최근 개발된 형광이 켜지는 디아릴에텐의 경우 높은 흡수계수, 높은
발광수율, 높은 전환 비율, 빠른 고리화 반응 및 느린 역 반응, 높은
안정성 및 내피로성 등의 우수한 특성을 가져 바이오 이미지 분야 및
초고해상도 현미경을 이용한 분야에서 많은 연구가 진행 되었다.2 형광
이 켜지는 디아릴에텐을 바이오 이미지 분야에서 응용하기 위해 형광
이 꺼지는 디아릴에텐의 연구를 바탕으로12, 수용성 분자를 만들고자
하는 연구가 최근 들어 몇 가지 예가 보고 되었다.13 첫 번째는
Figure1.11 과 같이 단당류를 붙인 물질로 순수한 물이 아닌 물과 메
탄올의 혼합 수용액에서 거동한다는 단점이 있다. 두 번째는
Figure1.12 와 같이 카르복실산을 붙인 물질로 물에 대한 용해도가
높지 않을 뿐만 아니라, 상대적으로 높은 카르복실산의 pKa 때문에 좁
은 pH 에서의 제한된 활용성을 가진다는 단점을 가지고 있다. 이러한
단점을 해결하고자 높은 수용성 특성을 가지며, 넓은 pH 범위를 가지
는 이온성 작용기를 붙이고자 한다. 다양한 이온성 작용기 중
Figure1.15 과 같은 술폰산염을 도입하고자 하며,12h 술폰산의 pKa 는
약 -2.8 로 카르복실산의 4.76과 약 백만 배의 차이가 난다. 이를 통
해 상대적으로 넓은 pH 범위 및 높은 수용성 특성을 기대할 수 있다. 
수용성 고형광성 디아릴에텐에 대한 연구는 바이오 이미지 분야에서
명암대비의 향상뿐 아니라 초고해상도 현미경의 사용으로 확대하여 해
17
상도 한계인 200 nm 이하의 세포의 구조와 움직임을 분석하고 이해
할 수 있는 효과적인 광변색 물질로의 가능성을 보여 줄 수 있을 것이
다. 
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Chapter 2. 수용성 고형광 디아릴에텐의 합성 및
특성평가
2.1 도입
우수한 광물리적 및 광변색성 특성을 가진 형광이 켜지는 디아릴에
텐을 바이오 이미지 분야에서 응용하기 위해 수용성 분자를 만들고자
하는 연구가 최근 들어 몇 가지 예가 보고 되었다.1 하지만 Figure2.1
과 같이 단당류를 붙인 경우와 Figure2.2 와 같이 카르복실산을 붙인
경우 물에 대한 용해도가 높지 않을 뿐만 아니라, 상대적으로 높은 카
르복실산의 pKa 때문에 좁은 pH 범위에서 제한된 활용성을 가진다는
단점을 가지고 있다. 이러한 단점을 해결하고자 높은 수용성 특성을
가지며, 넓은 pH 범위를 가지는 이온성 작용기를 붙인 분자를 디자인
하고자 한다. 다양한 이온성 작용기 중 Figure2.3 과 같은 술폰산염을
도입하고자 하며, 이는 높은 수용성 특성, -2.8의 낮은 pKa (카르복실
산의 4.76과 약 백만 배의 차이), 합성이 간단하다는 장점이 있기 때
문이다. 디자인한 술폰산염이 부착된 수용성 턴온 디아릴에텐을 보고
된 논문을 참고하여 합성하고자 한다.2 또한 합성된 분자의 광물리적
및 광변색성 특성을 분석하여 광 스위치 방법을 이용한 바이오 이미지
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분야에 적합한 분자인지 수용액 상에서 확인하고자 한다. 광물리적 특
성으로는 흡광 및 발광 스펙트럼, 발광수율, 형광 수명시간을 측정하고
자 한다 이를 통해 형광이 켜진 상태와 꺼진 상태의 높은 대비를 가지
며, 수용액상에서 높은 발광수율 및 응집 현상이 없는지 확인하고자
한다. 광변색성 특성의 경우 광변색성 수율을 측정함으로써
photocyclization이 얼마나 빠르며, photocyclorevresion은 얼마나 느
린지를 확인하여 바이오이미징 하기에 적합한지 확인인하고자 한다. 
또한 내피로성 실험을 통해 여러 번의 실험을 진행하여도 안정적으로
형광이 가역적으로 전환 되는지를 확인하며, pH 3~10의 범위에서 형
광의 세기를 비교하여 넓은 범위의 pH에서도 활용가능하다는 것을 보
이고자 한다.
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Figure 2.1 형광이 켜지는 디아릴에텐에 단당류를 붙인 수용성 광변색
물질
Figure 2.2 형광이 켜지는 디아릴에텐에 카르복실산을 붙인 수용성 광변
색 물질
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구매가 가능한 시약은 Aldrich, TCI, Alfa Aesar등의 업체를 통해
구매하여 사용하였다. 반응에 사용한 초자와 교반자석은 오븐에서
충분히 건조시킨 후 사용하였으며 반응진행상황은 TLC를 통해
확인하였다. TLC에서 이동하는 이동상의 위치는 UV lamp의 254, 
365 nm 빛을 이용해 확인하였다. 실리카겔 크로마토그래피를
이용하여 물질을 분리하였으며 실리카겔 60 G (입자의 크기: 
0.015~0.040 mm) 를 고정상으로 사용하였다. 최종물질인 SO3-
BPDBTEO와 참고 물질인 BPDBTEO의 합성은 Scheme2.1, 2.2 의
과정으로 합성하였다. 이미 보고된 중간물질과 참고 물질은
참고문헌을 참조하여 합성하였다.2h,4,5 반응의 중간체는 Bruker 
AVANCE-300 1H-NMR spectrometer을 통하여 확인하고, 
최종물질은 300 MHz 1H-NMR, 500 MHz 13C-NMR, 2D-
NMR(HSQC), MALDI-TOF(Matrix Associated Laser Desorption 




Benzo[b]thiophene(25 g, 186.29 mmol)을 무수 THF 250 ml에 녹인
후 -78°C에서 교반 시킨다. 그리고 2.5M의 농도를 가진 butyllithium 
hexane solution (223.547 mmol)을 89.41 ml을 천천히 떨어 뜨린다. 
-78°C에서 1시간동안 교반 시킨 후 ehthylbromide(22.33 g, 
204.918 mmol)을 천천히 떨어 뜨린다. 이후 -78°C에서 상온까지
천천히 승온 시킨 후 12시간 동안 반응을 보낸다. 이후 혼합물은 물
300 ml와 ether 300 ml로 총 5회 추출한다. 추출된 용액을 MgSO4을
넣어 필터를 진행하고 여과된 용액의 용매를 날린다. 남은 물질을
실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 100% n-hexane으로 정제하여
무색의 액상 (1)을 얻었다. (27.323 g, 수득 률: 91%).
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.97 (d, J =7.9 Hz, 1.0H), 7.66 (d, J 
= 7.7 Hz, 1.0H), 7.54-7.42 (m, 2.0H), 7.17 (s, 1.0H), 3.11 (q,J = 
7.3 Hz, 2.0H), 1.58 (t, J = 7.5 Hz, 3.0H). 13C NMR (CDCl3, 75 
MHz) δ 148.03,140.13, 139.11, 123.87, 123.21, 122.52, 121.92, 
119.51, 23.91, 15.27.
3-bromo-2-ethylbenzo[b]thiophene (2) 의 합성
2-Ethylbenzo[b]thiophene(27. 323 g, 168.4 mmol)을 THF 200
ml에 녹인 후 0°C에서 30분간 교반 시킨다. 이후 NBS(32.97 g, 
30
185.24 mmol)을 조금씩 넣는다. 이후 0°C에서 상온까지 천천히 승온
시키며 교반하고, 24시간 반응을 진행 시킨다. 이후 충분한 양의 10%의
Na2S2O3와 10% NaHCO3의 수용액을 통해 반응을 중지 시킨다. 이후
수용액과 ether 300 ml로 총 5회 추출한다. 추출된 용액을 MgSO4을
넣어 필터를 진행하고 여과된 용액의 용매를 날린다. 남은 물질을
실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 100% n-hexane으로 정제하여
무색의 액상 (2)을 얻었다. (38.4 g, 수득 률: 95%).
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.72 (d, J =8.6 Hz, 2.0H), 7.42-
7.28 (m, 2.0H), 2.96 (q, J = 7.5 Hz, , 2.0H), 1.33 (t, J = 7.5 
Hz,3.0H). 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 142.13, 138.37, 136.89, 
124.79, 124.59, 122.48,122.23, 105.10, 23.48, 14.70.
1,2-Bis(2-ethyl-1-benzothiophen-3-yl)per 
fluorocyclopenten (3) 의 합성
3-bromo-2-ethylbenzo[b]thiophene(10 g, 41.468 mmol)을 무수
THF 100 ml에 녹인 후, -78°C에서 교반 시킨다. 그리고 2.5 M의
농도를 가진 butyllithium hexane solution (49.762 mmol)을 19.9
ml을 천천히 떨어 뜨린다. -78°C에서 1시간동안 교반 시킨 후
otafluorocyclopenthene(4.40 g, 20.734 mmol)을 천천히 떨어 뜨린다. 
이후 -78°C에서 상온까지 천천히 승온 시킨 후 12시간 동안 반응을
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보낸다. 이후 혼합물은 포화 염화나트륨 수용액 300 ml와 ether 300
ml로 총 5회 추출한다. 추출된 용액을 MgSO4을 넣어 필터를 진행하고
여과된 용액의 용매를 날린다. 남은 물질을 실리카겔 컬럼
크로마토그래피를 100% n-hexane으로 정제하여 흰색 파우더(3)을
얻었다. (2.13 g, 수득 률: 10.63%).
1HNMR(200 MHz)δ0.78(t, J = 7.8 Hz, 4.2H), 1.29(t, J = 7.8 Hz, 
1.8H), 2.38–2.91(m,4H), 7.16–7.42(m, 4H), 7.60–7.74(m, 4H). Ms 
(EI) m/z 496(M+). Anal. Calcd. for C25H18F6S2: C 60.47, H 
3.65%. Found:C 60.54, H 3.67%.
1,2-Bis(2-ethyl-6-iodo-1-benzothiophen-1,1-dioxide-3-
yl)perfluorocyclopentene (4) 의 합성
1,2-Bis(2-ethyl-1-benzothiophen-3-yl)per fluorocyclopenten 
fluorocyclopenten(2.13 g, 4.289 mmol)을 아세트산 90 ml에 넣은 후 , 
리플럭스를 달은 상태에서 118°C을 맞추고 30분 가량 교반 시킨다.
온도가 맞춰지면, 35%의 과산화수소 15 ml을 천천히 떨어 뜨린다. 이후
30분 동안 반응을 보낸다. 반응물은 차가운 얼음물 200 ml에 부어 석출
시킨다. 석출 물은 사기필터를 이용하여 수집하고 증류수를 통하여 수
차례 씻어 낸다. 물기를 모두 날린 후 진한 황산 40 ml에 녹인 후
0°C에서 30분 동안 교반 시킨다. 이후 orthoperiodic acid(1.22g, 
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5.362mmol)과 iodine(2.42 g, 9.523 mmol)을 넣은 후 0°C에서
3시간동안 반응을 보낸다. 반응물을 300 ml의 차가운 얼음물에 천천히
떨어 뜨린 후 300 ml CHCl3를 이용하여 총 4회 추출한다. 이후 300
ml의 포화 NaHCO3 수용액과 CHCl3를 이용하여 총 4회 추출하고, 300
ml의 포화 Na2S2O3 수용액과 CHCl3을 이용하여 다시 4회 추출한 후,
마지막으로 300 ml 포화 염화나트륨 수용액과 CHCl3을 이용하여 총
4회 추출한다. 추출된 용액을 MgSO4을 넣어 필터를 진행하고 여과된
용액의 용매를 날린다. 남은 물질을 실리카겔 컬럼 크로마토그래피를
n-hexane : ea =1:20 ->1:10 으로 정제하여 흰색 파우더(4)을
얻었다. (2 g, 수득 률: 57%).
1H NMR(400 MHz, CDCl3) δ 1.06 (t, J = 7.6 Hz, 3.4H (ap)), 1.39 
(t, J = 7.6 Hz,2.6H (p)), 2.29_2.37 (m, 1.7H (p)), 2.42_2.59 (m,
2.3H (ap)), 6.80(d, J = 8.4 Hz, 0.9H (p)), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 1.1H 
(ap)), 7.79 (dd, J = 8.4and 1.6 Hz, 0.9H (p)), 7.95 (dd, J = 8.4 and 
1.6 Hz, 1.1H (ap)), 8.00 (d, J= 1.6 Hz, 0.9H (p)), 8.06 (d, J = 1.6 
Hz, 1.1H (ap)); MS (EI) m/z (M+)812; 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 
δ 11.45, 11.68, 19.08, 19.24, 96.37,122.68, 122.84, 123.49, 
123.87, 128.67, 128.79, 131.30, 131.33, 136.94,
142.42, 142.76, 148.00, 148.48. Anal. Calcd for C25H16F6I2O4S2: 
C,36.96; H, 1.99; S, 7.89. Found: C, 36.97; H, 1.91; S, 7.85.
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1,2-Bis(2-ethyl-6-phenyl-1-benzothiophen-1,1-dioxide-
3-yl)perfluorocyclopentene (5, BPDBTEO) 의 합성
1,2-Bis(2-ethyl-6-iodo-1-benzothiophen-1,1-dioxide-3-
yl)perfluorocyclopentene(2 g, 2.462 mmol)과 phenylboronic 
aicd(0.763 g, 6.254 mmol)을 THF 100 ml에 녹인 후 상온에서
교반시킨다. 이후 포화 탄산칼륨 수용액을 100ml 넣고
tris(dibenzylideneacetone)-dipalladium(0)(0.401 g, 0.4383
mmol)와 18% tricyclohexylphosphine toluene solution 1.34 ml을
넣고 상온에서 3시간동안 반응을 보낸다. 반응물은 묽은 염산을
이용하여 중화 시킨 후 300 ml의 CHCl3를 이용하여 총 4회 추출한다.
추출된 용액을 MgSO4을 넣어 필터를 진행하고 여과된 용액의 용매를
날린다. 남은 물질을 실리카겔 컬럼 크로마토그래피를 n-hexane : ea 
=9:1 ->7:1 으로 정제하여 흰색 파우더(5)을 얻었다. (1.4 g, 수득 률: 
80%).
1H NMR (400 MHz, 1,4-dioxane-d8) δ 1.04 (t, J = 7.6 Hz, 3.7H 
(ap)),1.37 (t, J = 7.6 Hz, 2.3H (p)), 2.45_2.51 (m, 1.6H (p)), 
2.59_2.70 (m,2.4H (ap)), 7.34_7.50 (m, 8H), 7.62 (d, J = 7.2 Hz, 
1.6H (p)), 7.67 (d, J= 7.2 Hz, 0.8H (p)), 7.71 (d, J = 7.2 Hz, 2.4H 
(ap)), 7.87 (d, J = 7.2 Hz,1.2H (ap)), 8.16 (s, 0.8H (p)), 8.22 (s, 
34
1.2H (ap)); 13C NMR (100MHz, CDCl3) δ 11.64, 11.92, 19.17,
19.29, 121.05, 122.88, 123.08,123.25, 123.34, 127.07, 127.11, 
127.99, 128.07, 128.96, 129.04, 129.22,129.29, 131.80, 132.17, 
136.51, 138.08, 144.39, 144.52, 148.15, 148.56; MS (EI) m/z (M+) 
712. Anal. Calcd for C37H26F6O4S2: C, 62.35; H,3.68; S, 9.00. 





yl)perfluorocyclopentene(100mg, 0.14mmol)을 CHCl3 1.5 ml에
완전히 녹인 후 상온에서 교반시킨다. 이후 ClSO3H(46mg, 
0.393mmol)을 천천히 떨어 뜨린 후 상온에서 2시간동안 반응 보낸다.
이후 1% NaOH 수용액 5 ml을 떨어 뜨린 후 5분뒤 포화 염화나트룸
수용액 5 ml을 떨어 뜨린다. 석출된 물질을 사기 필터를 이용하여
수집한 후 CHCl3를 이용하여 씻어낸다. 이후 석출된 물질을 20 ml의
에탄올에서 가열한 후 석출된 물질을 멤브레인 필터를 이용하여
수집하고 에탄올을 이용하여 씻어내고 흰색의 파우더 (6)을 얻었다.
(65 mg, 수득 률: 50%).
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ap:p=70:30. 1H NMR(300 MHz, MeOD) δ[ppm]: 1.01(t, 
4.2H(ap)), 1.40(t, 1.85H(p)), 2.47(m, 1.39H(p)), 2.68(m, 
2.45H(ap)), 7.54(d, 1.18H(ap)), 7.57(d, 0.67H(p)), 7.72(d, 
0.99(p)), 7.89(d, 2.51H(ap)), 7.95(m, 1.48H(p)), 7.98(d, 
2.59H(ap)), 8.06(d, 0.66H(p)), 8.08(m, 1.14H(ap)), 8.19(d, 
1.17H(ap)), 13C NMR (500MHz, MeOH)   12.228, 12.499, 
20.208, 20.446, 121.973, 124.529, 124.591, 125.413, 128.010, 
128.095, 128.341, 128.385, 129.494, 129.786, 133.918, 134.250, 
137.947,138.164, 141.181, 141.252, 144.926, 144.953, 146.889, 
146.994, 150.277, 150.367, MALDI-TOF-MS (m/z): 916.94 
(M+H)+
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Scheme 2.1 SO3-BPDBTEO의 합성 과정.
Scheme 2.2 BPDBTEO의 합성 과정.4
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2.2.2 DFT 계산
최적화된 분자구조와 광학적, 전기화학적, 광 물리적 특성을
예측하고자 DFT와 TD-DFT계산을 진행하였다. (basis set: B3LYP 
6-31G d, p) 모든 계산은 3D chemdraw을 통해 mol2파일을 만든 후, 
Gaussian 09 package를 통해 이루어졌다.
2.2.3 측정장비
흡광 스펙트럼은 Shimadzu UV-1650-PC를 사용하여 250부터 800
nm까지 측정하였다. 발광 스펙트럼은 Varian, Cary Eclipse 
형광분광광도계와 Photo Technology International, Felix32 QM-40 
형광분광광도계를 사용하였다. 발광수율 (PLQY)는 Photo Technology 
International, Felix32 QM-40 형광분광광도계와 Shimadzu UV-
1650-PC을 이용하여 참고 물질인 fluorescein을 10-5 M 농도의 0.1
M NaOH용액으로 샘플링 하여 상대발광수율을 구하였다. TCSPC 
실험은 PicoQuant사의 Picoharp을 사용하여 측정하였고, 377 nm laser 




모든 실험은 10-5 M 메탄올 용액, 수용액, KCl 완충 용액에서
진행하였다. SO3-BPDBTEO 의 처음 상태와 광평형 상태의 흡광 및
발광 스펙트럼을 측정하기 위해 사용된 광원은 UV lamp 의 365 
nm 광원과 자체 제작한 Blue LED 의 450 nm 으로 내피로성 실험의
광원과 동일하다. cylization 과 cyloreversion 의 경우 큐벳과 광원의
거리가 5 cm 로 동일하게 유지하였으며, 각각 3 분, 12 분이 소요
되었다.  광변색성 수율 실험은 UV lamp 의 365 nm 광원과 300W 
Xe lamp 에 450 nm 의 monochromator 를 설치한 광원을 큐벳과의
거리가 50 cm 가 되도록 유지하였다. 광물리적 실험을 하는 경우와
달리 상대적으로 광원과 큐벳과의 거리가 멀며 더 약한 광원을 사용한
이유는 Figure2.4 와 같이 광변색 현상의 초반 직선구간의 기울기를
구하기 위함이다.1d 이때 상대적으로 빠른 cyclization 의 경우는 20 초
단위로 닫힌 형태의 흡수 증가를 측정하였고, cycloreversion 은
상대적으로 느리므로 5 분단위로 닫힌 형태의 흡수 감소를
측정하였다. pH 실험은 KCl 100 mmol 완충용액을 사용하였다. UV 
lamp 의 365 nm 광원을 큐벳과의 거리가 5 cm 에서 3 분 동안 쐬어준
후 광평형상태로 만들고 측정하였다.
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Figure 2.4 광변색 현상으로 인한 닫힌 형태의 흡수 변화(초반 직선






















2.3 결과 및 논의
2.3.1 SO3-BPDBTEO의 합성
반응의 중간체는 Bruker AVANCE-300 1H-NMR spectrometer을
통하여 확인하고, 최종물질인 SO3-BPDBTEO는 MeOD 용액에서
Figure 2.5 와 같이 300 MHz 1H-NMR, Figure2.6 과 같이 500
MHz 13C-NMR을 통하여 물질을 확인하였다. Figure2.7 과 같이
2D-NMR(HSQC)을 통해 벤젠의 파라 위치에 술폰산염이 달려
있다는 것을 확인하였으며, 메탄올에서 Figure2.8 과 같이 MALDI-
TOF(Matrix Associated Laser Desorption Inonization – Time Of 
Flight mass spectrometry)을 통하여 예상 분자량 916에 수소분자가
하나가 붙은 916.94로 물질을 최종 확인 하였다.
41
Figure 2.5  SO3-BPDBTEO MeOD		용매에서,300 MHz 1H-NMR을 찍은 결
과.

























































































































Figure 2.7  SO3-BPDBTEO MeOD		용매에서, 2D-NNNMR(HSQC)을 찍은
결과.
Figure 2.8  SO3-BPDBTEO 메탄올 용매에서, MALDI-TOF를 찍은 결과.
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2.3.2 밀도 범 함수 이론 (DFT) 계산
설계된 분자의 최적화된 구조, 이론적 HOMO, LUMO 준위 등의
계산을 통해 디자인한 분자의 광변색성 현상 및 기본적인 특성을
예측하고자 물에서의 DFT 계산을 진행하였다. 
Figure2.9 과 같이 디자인된 열린 형태의 디아릴에텐의 HOMO, 
LUMO 분자 오비탈을 비교하였을 때, HOMO에서 상대적으로 넓게
분포 되어 있는 전자 구름의 분포가 LUMO에서 활상탄소 가 있는
중앙 지역으로 전자구름이 모이는 것을 알 수 있다. 이러한 현상을
통해 광변색성 현상이 효율적으로 일어 난다는 것을 예측 할 수
있었다.6 이외에도 TD-DFT 계산을 진행 하였다. Table2.1 에서 보는
바와 같이 HOMO에서 LUMO의 전이 비율이 가장 높은 것을 알 수
있었으며, 이때의 ∆E      은 3.5003 ev로 흡수 파장은 354.21
nm라는 것을 알 수 있다. 이외에도 oscillating strength (f)=0.409
로 상당히 높은 흡수 값을 가질 것으로 예측 할 수 있었다. 이를 통해
디자인한 물질이 광변색성 현상이 효과 적으로 일어나며, 바이오
이미징에 사용하기 위해 필요한 높은 흡수계수를 가지는 것을 예측 할
수 있었다.
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Figure 2.9 SO3-BPDBTEO의 HOMO/LUMO 전자 구름 분포. (a) LUMO의
전자구름 분포 (b)HOMO의 전자구름 분포




2.3.2 광 물리적 특성
Figure2.10 은 10-5 M 의 수용액에서 UV lamp 의 365 nm를
조사하기 전, Blue Led의 450 nm 광원을 사용하여 열린 형태의 흡광
및 형광을 확인하였다. 또한 UV lamp 의 365 nm를 3분동안 조사하여
광평형 상태를 만들었다. 이후 Blue Led의 450 nm 광원을 사용하여
광평형상태의 흡광 및 형광을 확인하였다. 사진을 통해 열린 형태에서는
형광이 없으며, 광평형상태에서 닫힌형태에 의해 강한 노랑 형광이
나온다는 것을 육안으로 확인하였다. Figure2.11, 2.12 는 10-5 M 
농도의 물과 메탄올 용매 하에 얻은 SO3-BPDBTEO의 흡광 및 발광
스펙트럼 이다. Table2.2 에서 보듯이 메탄올과 물에서 강한 노랑색
형광을 가지며, 각각 F,H2O = 0.45, F, MeOH = 0.65의 발광수율을
가진다는 것을 알 수 있다. 이때의 발광 수율은 fluorescein 을 0.1 M 
수산화나트륨 용액에  10  	 의 농도로 만든 참고 물질의 발광수율과
비교하여 측정하였다. 또한 메탄올에서의 흡수 및 발광 스펙트럼을 보면
열린 형태는 λ
  
= 335 nm의 흡수를 가지며, 발광하지 않는 다는 것을
알 수 있다. 닫힌 형태의 경우는 λ
  
= 454	   의 흡수를 가지고, 
			λ
   
= 528/555 nm의 쌍봉의 발광스펙트럼을 가진다는 것을 알 수
있다. 반면 물에서의 흡수 및 발광 스펙트럼을 보면 열린 형태는
λ
  
= 335nm의 흡수를 가지며, 발광하지 않는 다는 것을 알 수 있다. 
닫힌 형태의 경우는 λ
  




nm의 쌍봉의 발광스펙트럼을 가진다는 것을 알 수 있다. 이를 통해
Figure2.13 과 같이 파장의 이동이 크지 않고 용매의 극성이 증가 함에
따라 발광 수율만 떨어 진다는 것을 알 수 있다. Figure2.14 는 발광
수율이 떨어 지는 것을 추가적으로 확인 하기 위해 TCSPC 실험을
통해 10-5 M 농도의 물과 메탄올 용매 하에 얻은 SO3-BPDBTEO의
발광 수명을 측정하였다. 결과 Table2.3 에서 보듯이 2.48 ns에서 1.70
ns으로 줄어 드는 것을 확인 하였다. 이를 통해 물에서 물질의 응집
현상이 거의 없다는 것을 알 수 있었고, 높은 발광 수 율과 흡수 계수를
가진다는 것을 알 수 있었다. 
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Figure 2.10 SO3-BPDBTEO 10  	  수용액의 흡광 및 발광 사진. (a) UV 
lamp 365 nm 광원 조사 전 열린형태의 형광, (b)UV lamp 365 nm 광원 조









































Figure 2.11 SO3-BPDBTEO 10  	  수용액의 흡광 및 발광 스펙트럼 파










































Figure 2.12 SO3-BPDBTEO 10  	  메탄올 용액의 흡광 및 발광 스펙트
럼 빨강색선은 닫힌 이성질체, 핑크색선은 열린 이성질체의 스펙트럼


































Figure 2.13 SO3-BPDBTEO 10  	  수용액과 메탄올에서의 흡광 및 발광













Figure 2.14 SO3-BPDBTEO 10  	  수용액과 메탄올에서의 형광 수명시
간 비교. 빨강색은 메탄올 용액, 파랑색은 수용액.














Table 2.2 SO3-BPDBTEO 10  	  수용액과 메탄올에서의 광 물리적 특
성. 열린 이성질체의 흡광 파장, 닫힌 이성질체의 흡광 파장, 발광 파
장, 상대적 발광 수율. 등흡수점
Table 2.3 SO3-BPDBTEO 10    수용액과 메탄올에서의 광 물리적 특성.




디아릴에텐의 광변색 수율은 정 반응인 photocyclization과 역 반응
이 photocycloreversion 2가지로 나뉘게 된다. Photocyclization의 경
우 UV lamp의 365 nm 광원을 샘플로부터 50cm 떨어진 곳에서
SO3-BPDBTEO 10-5 M의 수용액 및 메탄올 용액과 BPDBTEO 10-5
M dioxane 용액을 20초 단위로 쐬어주며 측정하였고, 
photocycloreversion의 경우 300W Xe lamp 에 450 nm의
monochromator 을 장착하여 광원을 샘플로부터 50 cm 떨어진 곳에
서 SO3-BPDBTEO 10-5 M의 수용액 및 메탄올 용액의 경우 5분 단
위로 광원을 쐬어주며, BPDBTEO 10-5 M dioxane 용액은 15분 단위
로 광원을 쐬어 주며 측정하였다. 광원을 샘플로부터 떨어 뜨리는 이
유는 광변색 반응의 초반구간의 직선 구간을 구하기 위함이다.
우선 photocyclization의 경우 모두 열린 형태를 만들어 준 후 365
nm의 광원이 쐬어주게 되면 열린 형태의 흡수가 줄어들고, 닫힌 형태
의 흡수가 늘어나게 된다. 이때 증가 하는 닫힌 형태의 흡수를 시간에
따라 그래프를 그리게 되는데, 닫힌 형태의 흡수 계수는 열린 형태와






이렇게 보정된 흡수의 값을 시간에 따라 그래프를 그리게 되면
Figure2.15, 2.16 과 같이 메탄올과 물에서의 SO3-BPDBTEO의 양
의 기울기를 가지는 직선 그래프를 그릴 수 있게 된다. Table2.4 에서
보듯이 알려진 물질인 BPDBTEO의 기울기와 SO3-BPDBTEO를 메
탄올과 물에서의 각각의 기울기를 구하여 그 비를 구하고 BPDBTEO
의 cyclization Quantum Yield인 0.42를 아래의 수식에 대입 시 그














=0.305의 값으로 물에서 더 느린 것을 확인 할
수 있다.
cycloreversion의 경우 물질을 광평형상태로 바꾸어 준 후 450 nm의
광원을 쐬어 줌에 따라 닫힌 형태의 흡수가 감소하는 것을 확인 할 수
있다. 이 외에도 cyclization에 비해 느리게 일어나기 때문에 분단위로
측정하였다. SO3-BPDBTEO의 경우가 BPDBTEO보다 빨리 변하는
것을 확인 하여, BPDBTEO의 경우는 15분 단위, SO3-BPDBTEO는
5분 단위로 측정을 하였다. 이때 쐬어준 광원은 450 nm로
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cyclization의 방법과 동일하게 측정을 하였다. 이를 통해 Figure2.17, 
2.18 과 같이 메탄올과 물에서의 SO3-BPDBTEO의 음의 기울기를
가지는 직선 그래프를 그릴 수 있게 된다. Table2.5 에서 보듯이 알려
진 물질인 BPDBTEO의 기울기와 SO3-BPDBTEO를 메탄올과 물에
서의 각각의 기울기를 구하여 그 비를 구하고 BPDBTEO의
cycloreversion quantum yield인 4.0× 10  를 아래의 수식에 대입








  × 4.000 × 10−4
위의 수식에 대입 시 물에서는 Φ
 → ,           ,   
=8.669 × 10  , 메탄
올에서는 Φ
 → ,           ,    
=7.412 × 10  의 값으로 물에서 더 빠른
것을 확인 할 수 있다.
Table2.4, 2.5 에서와 같이 물에서 photocycylization quantum yield
는 더 느리고, photocycloreversion quantum yield는 더 빠른 것을
알 수 있다. 이를 분석하기 위해 각각 1H-NMR, 발광수율, 수명시간을
이용하였다.8,4 디아릴에텐의 경우 열린 형태는 2가지의 형태를 가지게
된다. 광활성을 가진 역 평행형태와 광활성이 없는 평행형태이다.8 역
평행형태의 경우 닫힌 형태와 그 구조가 비슷하여 우드워드 호프만 법
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칙에 의해 고리화 반응이 일어날수 있게 된다. photocyclization quantum 
yield의 경우 광활성이 있는 역 평행 형태의 비율이 높게 존재 할수록
높은 값을 가지게 된다. 이때 역팽행 형태의 안정성은 용매의 극성이
낮아 질수록 증가하게 되는데, 이는 상대적으로 극성이 낮은 메탄올에
서 보다 높은 cyclization quantum yield를 가지는 것을 통해 확인할 수
있다. 이 것은 1H-NMR을 통해 확인 할 수 있게 된다. Figure2.19, 2.20
과 같이 메탄올 100%의 1H-NMR 을 통해 다음과 같이 역팽행형태와
평행형태의 비율을 구할 수 있게 된다. 그 결과 Table에서 보듯이 이
나오는 것을 확인 할 수 있다. 여기에 물을 첨가 하며 물과 메탄올의
비율이 0 : 100, 30 :70, 50 : 50, 70 :30으로 물의 비율을 증가 시킴에 따라
Figire2.21, 2.22, 2.23, 2.24, 2.25, 2.26 와 Table2.6 과 같이 평행형태와 역
평행 형태의 비가 줄어 든 것을 확인 할 수 있다.
photocycloreversion quantum yield의 경우 물에서 더 빠른 것을 확인 할
수 있었는데, 이것은 발광수율과 수명시간를 통해 확인 할 수 있다.
cycloreversion의 경우 빛 에너지를 받고 포톤으로 방출하는 방사 통로
가 아닌 무방사 통로에 의한 에너지 소모이다. 이때 발광 수 율과 수
명시간을 아래의 수식을 통해 방사상수(  )와 무방사상수(   )를 구하








∶발광수율,    ∶방사상수,    =무방사상수 )
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메탄올에서 발광수율은 0.65로 물에서의 0.45보다 높게 측정이 되었
지만, 무방사 상수를 보게 되면 메탄올의 경우 0.868, 물은 0.935 인
것을 알 수 있다. 이것은 흡수된 에너지의 대부분이 방사통로를 통하
여 방출되고, cycloreversion에는 사용 되지 못한다는 것을 의미한다.
이로 인해 메탄올에서 더 느린 cycloreversion quantum yield를 가지
게 된다는 것을 확인 할 수 있다.
56









Figure 2.15  SO3-BPDBTEO 10    메탄올 용액과 BPDBTEO  10  	 
Dioxane 용액의 cyclization 실험. 각각의 결과를 linear fit한 결과












Figure 2.16  SO3-BPDBTEO 10  	  수용액과 BPDBTEO  10   
Dioxane 용액의 cyclization 실험. 각각의 결과를 linear fit한 결과
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Figure 2.17  SO3-BPDBTEO 10    메탄올 용액과 BPDBTEO  10   
Dioxane 용액의 cycloreversion 실험. 각각의 결과를 linear fit한 결과








Figure 2.18  SO3-BPDBTEO 10    수용액과 BPDBTEO  10   
Dioxane 용액의 cycloreversion 실험. 각각의 결과를 linear fit한 결과
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Table 2.4 SO3-BPDBTEO 10    수용액과 메탄올에서의 Photocyclization 
특성. (참고물질인 BPDBTEO의 알려진 0.42의 값과 기울기 비를 통하여
구한다.)
Table 2.5 SO3-BPDBTEO 10    수용액과 메탄올에서의
Photocycloreverion 특성. (참고물질인 BPDBTEO의 알려진 4.0 × 10  의
값과 기울기 비를 통하여 구한다.)
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Figure 2.19  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 100 ∶ 0	의	비율로	 1H-NMR을
찍은 결과. 전체 이미지.
Figure 2.20  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 100 ∶ 0	의	비율로	 1H-NMR을















































































































Figure 2.21  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 70 ∶ 30	의	비율로	 1H-NMR을
찍은 결과. 전체 이미지
Figure 2.22  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 70 ∶ 30	의	비율로	 1H-NMR을




















Figure 2.23  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 50 ∶ 50	의	비율로	 1H-NMR을











Figure 2.24  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 50 ∶ 50	의	비율로	 1H-NMR을































































Figure 2.25  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 30 ∶ 70	의	비율로	 1H-NMR을
찍은 결과. 전체 이미지.
Figure 2.26  SO3-BPDBTEO MeOD ∶ D2O = 30 ∶ 70	의	비율로	 1H-NMR을
찍은 결과. 알리파틱을 확대한 이미지
(ap)(p)
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Table 2.6 SO3-BPDBTEO를 MeOD : D2O의 비율을 변화 시켜 가며, 1H-




SO3-BPDBTEO가 열린 상태와 평형상태인 PSS를 왔다 갔다 하는
실험으로 PSS를 만들 때는 UV lamp의 365nm의 광원을 5cm의 거리
에서 3분동안 쐬어 주었으며, 열린 상태의 경우 직접 제작한 blue 
LED의 광원을 5cm의 거리에서 12분 동안 쐬어 주었다. Figure2.27, 
2.28 과 같이 50번째의 주기에서 초기 발광 세기의 85%까지 감소 하
는 것을 확인 하였고, 20번째 까지는 94%로 거의 변함이 없이 안정하
게 유지 된다는 것을 확인 하였다.
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Number of UV/Vis irradiation cycles
 SO3-BPDBTEO 10-5M H2O
Figure 2.27  SO3-BPDBTEO 10    수용액 상에서 얻은 50회 주기의
안정성 실험.

















Number of UV/Vis irradiation cycles
 SO3-BPDBTEO 10-5M H2O




보고된 물질인 카르복실산이 달린 유도체의 경우 높은 발광수율을
가지고, 수용성 특징을 가졌다. 하지만 카르복실산의 상대적으로 높은
pKa 때문에 낮은 pH에서는 뭉치는 현상이 일어난다. 이로 인해 형광
및 용해도가 떨어지며 좁은 pH 에서의 제한된 활용성을 가진다.3(b) 하
지만 디자인한 SO3-BPDBTEO의 경우 술폰산 유도체가 달려 있으며,
이는 카르복실산의 pKa 인 4.76보다 약 백만 배 큰 값인 -2.8의
pKa 를 가지고 있다. pH 에 대한 안정성 실험을 하기 위해 KCl 100
mmol 수용액에 염산과 수산화나트륨을 통하여 pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10의 값을 맞춘 후 10  	M 농도에서 진행하였다. x축은 pH 이고, y축
은 중성의 상대발광수율을 기준으로 하여 각각의 pH 들을 표준화 시
킨 값들이다. Figure2.29 에서 보듯이 넓은 pKa 에서 뭉치거나 형광
이 떨어지는 현상이 없다는 장점이 있다.
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Figure 2.29  SO3-BPDBTEO 10    수용액 상에서 KCl 100mmol 완충
용액을 이용하여 pH 3~ 10에서의 안정성 실험.


































본 연구에서는 기존에 보고된 고형광 수용성 디아릴에텐의 단점을
해결하고자 술폰산염을 도입한 분자를 개발하였다. 수용액상에서 강한
노랑색 형광(F = 0.45, λem=540 nm)을 나타내며, 빠른 cyclization 
quantum yield와 느린 cycloreversion quantum yield, 높은
피로저항성, 넓은 pH 범위, 높은 흡수계수를 가진다. 이를 통해 보고된
수용성 디아릴에텐의 단점을 해결하고, 바이오 이미징에 사용하기에
이상적인 광변색 물질이라는 것을 알 수 있었다. 나아가 초고해상도
현미경에 가능성을 보여주는 물질이라고 생각된다. 이외에도 물과
메텐올에서의 광 물리적 특성을 비교하여 응집현상 효과가 거의 없다는
것을 알 수 있었다. 또한 물과 메탄올에서의 광변색성 특성을 비교하여
물에서는 cyclization이 느리게 일어나고, cycloreversion이 빠르게
일어나는 것을 분석하였다. 
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Chapter 3. 고형광 디아릴에텐을 이용한 바이오
이미징
3.1 서론
광변색성 물질군중 가장 우수한 열적 안정성과 피로저항성을 가진
디아릴에텐의 경우, 바이오 이미징과 초고해상도 이미징등 다양한
분야에서 우수한 광변색 물질로 여겨지고 있다.1 하지만 기존의
디아릴에텐의 경우는 형광이 꺼지는 방식으로 광변색 물질과 형광체를
연결하거나 섞은 후 에너지 전달을 이용하는 방식을 이용해왔는데, 이는
이미징 분야에서 Figure3.1 과 같이 형광이 켜지는 것보다 낮은
명암대비를 갖는다는 단점을 가지고 있다.2 이러한 단점이 해결된
디아릴에텐은 광변색 현상과 동시에 형광이 켜지는 물질이다.3 하지만
이를 생체 내에서 활용하기에는 물에 녹지 않는 다는 단점 때문에
한계를 가지고 있었다. 이를 해결하기 위해 나노입자를 활용하여 생체
내에서 활용하였지만, 나노입자는 오스트발트 숙성 현상에 의해
나노입자가 뭉치게 되고 생체 내에서 독성을 가질 수 있게 된다. 
이외에도 분자단위로 이미지를 얻을 수 없다는 점과 단 분자와 다르게
상대적으로 큰 크기와 무게로 보다 작은 세포의 움직임을 추적하기
어렵다는 단점이 있다.4 이를 해결하기 위해 형광이 꺼지는
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디아릴에텐의 연구를 바탕으로5 단당류와 카르복실산을 수용성 문제를
해결하였지만, 순수한 물이 아닌 메탄올과 물의 혼합 수용액과 넓은 pH 
범위에서 작동하지 못한다는 단점으로 인해 여전히 한계점을 가지고
있다.6 이러한 수용성 문제를 해결하기 위해 작은 pKa 값을 가진
술폰산염을 도입 하였고 5h, 우수한 열적 안정성과 피로저항성, 높은
흡수 계수와 발광수율, 빠른 고리화 반응과 느린 역 반응으로 이미지를
하기 위한 이상적인 광변색 물질 군을 개발하였다. 이러한 물질 군이
세포 내에 흡수되는지 확인하고, 세포 내에서의 광변색성 특성을
분석하여 바이오 이미징에 적합한 물질인지를 확인하고자 한다. 이러한
특징은 초고해상도 현미경에 이용하기 위한 조건과 유사하다7. 
초고해상도 현미경인 RESOLFT(reversible saturable optical linear 
fluorescence transitions)를 이용하여 기초적인 실험을 하였다. 
첫번쨰로 세포내의 광변색 물질을 가지고 pump-probe 실험을 하였다. 
이는 몇초만에 꺼지고 켜지는지 조건을 잡는 실험으로, 초고해상도
현미경이 적용 가능 한다는 것을 확인 하였다. 두번째로 전기적 결합을
이용한 라벨링이다. 회절한계 이하의 세포구조 및 세포의  움직임을
분석하기 위해선 광변색성 물질을 항체에 붙인 후 세포에 라벨링 하여야
한다. Figure3.2 와 같이 라벨링은 광변색 물질을 항체에 붙인 후 항원
항체 반응을 이용하여 특정 항원에 결합하는 것으로, 이를 통해 세포의
구체적인 구조를 확인 할 수 있게 한다. Figure3.3 와 같이 항체에
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연결하는 방법은 크게 공유결합으로 연결하는 방법과 전기적
상호작용으로 연결하는 방법이 있다.8 공유결합의 경우 결합이
안정하다는 장점이 있지만, 세포활성에 영향을 끼칠 수 있으며, 
합성적으로 최적화 하는 것이 어려우며, 세포마다 다른 방법을
적용하여야 해서 보편적으로 사용하기 에는 한계가 있다.9 또한 전기적
결합의 경우 결합이 불안정 하다는 단점이 있지만, 합성적으로 간단하며
모든 세포에 범용적으로 쓸 수 있는 방법이다.10 초고해상도현미경을
통하여 다양한 종류의 세포를 분석하기에는 전기적 결합을 이용하는
것이 유리하다.  새로 개발된 SO3-BPDBTEO의 경우 수용성 특징
이외에도 술폰산염을 가지고 있어 음전하를 띄므로, 전기적으로
양전하를 가진 입자 또는 세포와 결합을 할 수 있다. 전기적 결합이
유효한지 확인하고, 이를 통해 초고해상도 현미경에도 적용가능한
광변색 물질이라는 것을 보이고자 한다.
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Figure 3.1 (a)형광이 꺼지는 디아릴에텐의 발광 스펙트럼, (b)형광이
켜지는 디아릴에텐의 발광 스펙트럼 2
Figure 3.2 항체에 연결된 형광체가 항원/항체 반응으로 세포에 라벨링
되는 모식도
Figure 3.3 항체에 연결하기 위한 2가지 방법. (a) 공유결합 (b) 전기적
결합
Antibody









세포준비에 사용한 시약은 sigma-aldrich, 세진시아이, alfa aesar 
등의 업체를 통해 구매하고 별도의 정제 없이 사용하였다. 세포준비는
보고된 논문을 참고 하였으며11, 사용한 세포는 Hela cell으로 사람의
자궁경부암 조직에서 얻어낸 세포계이다. 공초점현미경에서 이미지를
바로 얻기 위해 콘포칼 디쉬에 Hela cell을 푼다. Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium(DMEM)에 10%의 FBS가 첨가된 배지를 콘포칼
디쉬에 넣는다. 이후 37°C와 5%의 이산화탄소의 환경을 만든 후, 5일
동안 배양한다. 배양 후 배지를 제거한다. PBS와 SO3-BPDBTEO 
10  M 수용액을 1:1의 부피 비로 혼합한 후 세포에 1시간 30분 동안
흡수 시킨다. 흡수되지 않은 광변색성 물질을 제거 하기 위해 PBS로 수
차례 씻어준다. 이후 파라포름알데하이드로 세포를 고정시키고 이미징
배지로 사용하기 위해 PBS를 넣는다.
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3.2.2 양전하 나노입자 형성
나노입자 형성에 사용한 시약은 sigma-aldrich, 세진시아이, alfa 
aesar 등의 업체를 통해 구매하고 별도의 정제 없이 사용하였다. 
사용한 나노입자는 합성한 나노입자와 상업적으로 구매한 나노입자
2 개이다. 합성한 나노입자의 경우 F-127 계면 활성제를 5 ml 의
3 차 증류수에 10 mg/ml 로 녹인다. 이후 poly styrene(PS) 25
mg 을 1 ml 의 toulene 에 녹인다. 계면활성제가 녹아있는 수용액에
PS 용액 20 ul 를 떨어 뜨린다. 이후 20 분동안 음파처리를 한 후
가열하여 소량의 toluene 을 날린다. 이러한 과정을 총 5 번 반복하여
최종 적으로 5 ml 의 3 차증류수에 F-127 은 10 mg/ml, Ps 는 500
ug/ml 가 되도록 한다. 이후 양전하를 가지는 poly 
ethyleneimine(PEI, branched, Mn : 1300)을 10 ug/ml 첨가 하여 PS 
나노입자를 둘러 싸게 한다. 상업적으로 구매한 나노입자는 실리카




양전하를 가지는 2 가지의 나노입자를 음전하 특성을 가지는 SO3-
BPDBTEO 에 전기적으로 붙이고자 하였다. 이를 위해 양전하를
가지는 나노입자 수용액 50 ul 과 SO3-BPDBTEO 10  	M 수용액 50
ul 을 물 9.9 ml 에 넣고 30 분 가량 교반 시켰다. 이후 원심 분리를
통하여 결합하지 않은 광변색성 물질을 제거 하였다.
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3.2.4 공초점현미경
사용된 공초점 현미경은 초고해상도 현미경인 STED가 부착된
현미경으로 모델명은 SP8X로 leica 제품과 자체 제작한 현미경
2가지를 사용하였다. 바이오이미징의 경우 SP8X를 사용하였고, 발광
스펙트럼의 범위를 지정하기 위해 Alexa488을 참고 물질로 잡고 499
nm~610 nm의 영역을 scan하였다. 형광을 켜기 위해서 UV lamp의
365 nm 광원을 샘플로부터 5 cm의 거리에서 2분 동안 쐬어 주었고, 
형광을 끄는 것은 458 nm의 argon laser를 100%의 세기로 5분간
쐬어 주었다. 형광 이미지는 488 nm의 argon laser를 2%의 세기로
쐬어 주어 얻었다. 또한 저 배율의 이미지는 10배 대물렌즈를
사용하였고, 고 배율의 이미지는 63배 대물렌즈를 사용하였다. 각각은
소프트웨어로 2배 확대하여 이미지를 얻었다. 
나노입자 실험에 사용된 현미경은 자체 제작한 현미경으로 나노입자에
전기적으로 SO3-BPDBTEO 를 붙인 후 UV lamp 의 365 nm 광원을
사용하여 켠 후 현미경으로 측정하였다.
79
3.2.5 pump-probe 실험
세포 내에 흡수된 SO3-BPDBTEO가 몇 초 만에 꺼지고
켜지는지를 확인 하는 pump-probe 실험을 하였다. Pump-probe 
실험은 초고해상도 실험을 하기 전 몇 초 단위로 이미지를 얻어야
하는지 정하는 기초 실험이다. 사용된 초고해상도 현미경은 자체
제작한 RESOLFT (reversible saturable optical linear fluorescence 
transitions) 으로 형광을 키는 광원은 375 nm, 형광을 끄고 읽어
드리는 광원은 488 nm를 사용하였다. 우선 형광을 켜는 광원으로
광변색성 물질을 켜는데 걸리는 시간을 확인 한후, 형광을 끄는
광원을 이용하여 꺼지는데 걸리는 시간을 측정한다. 이러한 실험을
여러 주기 동안 반복하여, 조건을 정하게 된다.
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3.3 결과 및 논의
3.3.1 세포 흡수
PBS와 SO3-BPDBTEO 10   M 수용액을 1:1의 부피 비로 혼합한
후 Hela cell에 2시간 동안 흡수 시킨다. 흡수되지 않은 광변색성
물질을 제거 하기 위해 PBS로 수 차례 씻어준다. 이후
파라포름알데하이드로 세포를 고정시키고 이미징 배지로 사용하기 위해
PBS를 넣는다. 세포에 형광체가 흡수되었는지 확인하기 위해 공초점
현미경을 사용하여 확인하였다. Figure3.4, 3.5 과 같이 형광 이미지와
DIC 이미지를 확인한 결과, SO3-BPDBTEO를 처리 하지 않은 Hela 
cell의 경우는 형광을 보이지 않았지만, SO3-BPDBTEO를 처리한 Hela 
cell의 경우는 형광을 보이는 것을 알 수 있었다. 그리고 10배
대물렌즈를 사용한 이미지를 통하여 모든 세포에 흡수가 잘되었다는
것을 확인하였고, Figure3.6 과 같이 63배 대물렌즈를 사용한 이미지를
통하여 세포 내에 균일하게 흡수 되었다는 것을 확인하였다.
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Figure 3.4 SO3-BPDBTEO을 흡수 하지 않은 Hela cell의 공초점 현미경
사진. 488 nm 광원을 사용. (10배 대물렌즈 이미지)
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Figure 3.5 SO3-BPDBTEO을 흡수 한 Hela cell의 공초점 현미경 사진. 488
nm 광원을 사용. (10배 대물렌즈 이미지)
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Figure 3.6 SO3-BPDBTEO을 흡수 한 Hela cell의 공초점 현미경 사진. 488
nm 광원을 사용.(63배 대물렌즈 이미지)
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3.3.2 세포 내 광변색성 실험
세포 내에 흡수된 SO3-BPDBTEO가 세포 내에서 광변색성 현상이
안정적으로 일어나는지 확인 하였다. 발광 스펙트럼의 범위를 지정하기
위해 Alexa488을 참고 물질로 잡고 499 nm~610 nm의 영역을
scan하였다. 형광을 켜기 위해서 UV lamp의 365 nm 광원을
샘플로부터 5 cm의 거리에서 2분 동안 쐬어 주었고, 형광을 끄는 것은
458 nm의 argon laser를 100%의 세기로 5분간 쐬어 주었다. 형광
이미지는 488 nm의 argon laser를 2%의 세기로 쐬어 주어 얻었다. 
형광을 켜고 끄는 과정을 반복한 후 공초점현미경 내의 소프트웨어를
통해 이미지 내 광자의 총량을 계산하여 수치화 하였다. Figure3.7 와
같이 세포 내에서 4회의 주기 동안 안정적으로 형광이 꺼졌다 켜지는
것을 확인할 수 있었고, Figure3.8 과 같이 그래프를 그려 세포내에서
형광이 유지 되는 것을 확인 할 수 있었다. 
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Off: 458 nm_2 ON: 365nm_2
Off: 458 ON: (a) (b)
(c) (d)
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Off: 458 nm_3 ON: 365nm_3




Figure 3.7 SO3-BPDBTEO을 흡수 한 Hela cell의 공초점 현미경 사진으로
세포 내에서의 광변색성 현상을 488 nm 광원을 이용하여 형광으로 확
인. (a)형광이 꺼진 초기 시작점, (b) 365 nm 3분, (c) 458 nm 5분, (d) 365 nm 
3분, (e) 458 nm 5분, (f) 365 nm 3분, (g) 458 nm 5분, (h) 365 nm 3분, (i) 458
nm 5분.(63배 대물렌즈 이미지)
Off: 458 nm_5(i)
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Number fo UV/VIs irradiation cycles(Hela cell)
 SO3-BPDBTEO / Hela cell
Figure 3.8 SO3-BPDBTEO을 흡수 한 Hela cell에서 얻은
이미지에서 각각의 광자의 총량을 계산하여, 4회의 주기 동안
안정적으로 형광이 나오는 것을 확인.
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3.3.3 pump-probe 실험
사용된 초고해상도 현미경은 자체 제작한 RESOLFT(reversible 
saturable optical linear fluorescence transitions)으로 형광을 키는
광원은 375 nm, 형광을 끄고 읽어 드리는 광원은 488 nm를
사용하였다. 공초점현미경을 통하여 세포 내에서 안정적으로 형광이
켜지고, 꺼지는 것을 확인하였지만, 실제적으로 초고해상도 현미경에
사용하기 위해선 도넛모양의 광원을 이용하여 아주 좁은 지역에서 몇 초
만에 꺼지고, 켜지는지에 대한 pump-probe 실험이 필요로 된다.
Figure3.9, 3.10 와 같이 375 nm의 광원을 사용 하여 형광을 켜는데
걸리는 시간은 20 us이며, 488 nm의 광원을 사용 하여 형광을 끄는데
걸리는 시간은 40 ms이다. Figure3.11 과 같이 총 5회의 주기를 반복한
결과 동일한 시간에 안정적으로 켜지고 꺼지는 것을 확인하였다. 이를
통해 SO3-BPDBTEO는 바이오 이미징 뿐 아니라 초고해상도
현미경에도 적합한 광변색성 물질이라는 것을 알 수 있었다.
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Figure 3.9 Hela cell 내부의 SO3-BPDBTEO pump-probe 실험
결과. 375 nm광원을 사용하여 형광을 켜는데 걸린 시간 20 us
Figure 3.10 Hela cell 내부의 SO3-BPDBTEO pump-probe 실험
결과. 488 nm광원을 사용하여 형광을 끄는데 걸린 시간 40 ms
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Figure 3.11 Hela cell 내부의 SO3-BPDBTEO pump-probe 실험
결과. 5회의 주기를 반복한 결과.
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3.3.4 나노입자 형성 확인
사용한 나노입자는 합성한 나노입자와 상업적으로 구매한 나노입자
2개이다. 합성한 나노입자의 경우 F-127 계면 활성제를 5ml 의 3차
증류수에 10 mg/ml로 녹인다. 이후 poly styrene(PS) 25 mg을 1
ml의 toulene에 녹인다. 계면활성제가 녹아있는 수용액에 PS 용액 20
ul를 떨어 뜨린다. 이후 20분동안 음파처리를 한 후 가열하여 소량의
toluene을 날린다. 이러한 과정을 총 5번 반복하여 최종 적으로 5 ml의
3차 증류수에 F-127은 10 mg/ml, Ps는 500 ug/ml가 되도록 한다.
이후 양전하를 가지는 poly ethyleneimine(PEI, branched, 
Mn :1300)을 10 ug/ml첨가 하여 PS 나노입자를 둘러 싸게 한다.
상업적으로 구매한 나노입자는 실리카 나노입자로 표면에 아민이 처리
되어 있어, 수용액 상에서 양전하를 가지고 있다. 이때 형성된 나노
입자의 경우 Figure3.12, 3.13 와 같이 나노입자 분석기를 이용하여 PS 
나노 입자의 경우 314 nm, 실리카 나노입자의 경우 32 nm를 나타내는
것을 확인하였다.
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Figure 3.12 PS/F-127/PEI를 사용한 나노입자의 .크기 분포 그래프. 
(314 nm±97	nm)






























3.3.5 전기적 결합 확인
양전하를 가지는 2 가지의 나노입자(PS: 314 nm. Silica: 32 nm)를
음전하 특성을 가지는 SO3-BPDBTEO 에 전기적으로 붙이고자
하였다. 이를 위해 양전하를 가지는 나노입자 수용액 50 ul 과 SO3-
BPDBTEO 10  	M 수용액 50 ul 을 물 9.9  ml 에 넣고 30 분 가량
교반 시켰다. 이후 원심 분리를 통하여 결합하지 않은 광변색성
물질을 제거 하였다. 이후 현미경으로 찍기 위해 슬라이드 유리 위에
Poly-L-Lysine 수용액(0.1% w/v)을 떨어뜨린 후 살짝 건조시키고
물로 씻어낸다. 그런 다음 흡착된 나노입자 수용액을 떨어 뜨린 후
30 분정도 가라앉을 때까지 기다린다. 붙었는지 확인 하기 위해 UV 
lamp 의 365 nm 의 광원을 사용하여 형광을 켠 후, 자체 제작한
공초점 현미경을 통하여 형광을 확인 하였다. 다음의 Figur3.14, 
3.15 과 같이 형광이 나오는 것을 확인하였다. 형광이 나오는
나노입자의 크기를 반치폭을 통하여 확인 시 Figur3.16, 3.17 와 같이
각각 315  nm 와 250 nm 를 가지는 것을 확인 하였다. PS 
나노입자의 경우 나노입자 분석기를 이용한 값과 비슷한 결과를
얻었지만, 실리카 나노입자의 경우 큰 차이를 보이고 있다. 이는 렌즈
기반 현미경이 가지는 회절한계 때문이다. 아래의 수식에 따라 488
nm 의 광원을 통하여 형광을 확인 하였기 때문에, 약 250 nm 정도의





(λ=파장, n=굴절률, θ=입사각, d=광로차)
회절 한계인 250 nm와 Figure3.17 에서 보듯이 반치폭에서의 실리카
나노입자의 크기가 서로 비슷한 것을 알 수 있었다. 만약 초고해상도
현미경을 사용한다면, 원래 크기에 가까운 크기를 볼 수 있을 것으로
예상 된다. 이를 통해 전기적 결합이 유효하다는 것을 확인하였고, 앞서
생체 내에서 형광을 켜고 끄는 것이 가능한 것을 보아 전기적인 라벨링
방법을 통하여 향후 초고해상도 현미경을 사용 할 수 있을 것으로
보인다. 또한 이를 통해 보다 작은 세포의 구조와 움직임을 확인 할 수
있는 이상적인 광변색 물질이라는 것을 예상 할 수 있었다.
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Figure 3.14 PS/F-127/PEI를 사용한 나노입자의 공초점 현미경
이미지.(광원은 488 nm를 사용)
Figure 3.15 상업적으로 구매한 SiO2-NH2 나노입자의 공초점




Figure 3.16 PS/F-127/PEI를 사용한 나노입자의 공초점 현미경을
통한 입자 크기 계산 결과. 315 nm의 크기 도출 (광원은 488 nm를
사용)
Figure 3.17 상업적으로 구매한 SiO2-NH2 나노입자의 공초점
현미경을 통한 입자 크기 계산 결과. 315 nm의 크기 도출 (광원은 488
nm를 사용)




















































본 연구에서는 우수한 특성을 가진 SO3-BPDBTEO가 세포에 흡수
및 바이오 이미징이 가능 한지 확인하였고, 그 결과 세포 내에 흡수가
잘되며 광변색성 현상이 잘 유지되는 것을 확인하였다. 나아가 이러한
특징들이 초고해상도 현민경에 필요한 조건임을 확인하고 그에 필요한
기초 실험을 진행하였다. 기초적인 실험으로써 Pump-probe 실험과
전기적 라벨링을 진행하였고, 각각의 가능성을 확인 하였다. 일련의
결과들을 통하여 바이오 이미징에 적합한 광변색 물질이란 것을 확인
함과 동시에 초고해상도 현미경에 적용 가능성 또한 제시하였다. 
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Abstract
Studies on Synthesis and Characterization 
of Highly Fluorescent Water-Soluble Turn-
on Diarylethene for Bio-imaging 
Sang Hoon Um
Department of Materials Science and Engineering
The Graduate School
Seoul National University
Stimuli-responsive materials are attracting attention as they 
gain importance in various fields such as biosensors, drug delivery, 
and smart optical systems. Among them, light is considered as the 
best stimulus.  The reason is accessibility, fast reactivity, lack of 
physical contact, and easy focus on narrow areas. These 
advantages are favorable in understanding and tracking the 
structure and movement of cells in vivo, and furthermore, the use 
of photochromic materials in bio imaging is rapidly increasing due 
to the emergence of super resolution microscopes. This is 
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because, if fluorescent is turned on and off differently from 
conventional fluorophore, fluorescence of the fluorescent material 
can be distinguished from the auto fluorescence of the cell to 
obtain images having a high contrast ratio. Among various 
photochromic materials, diarylethene has the best fatigue stability 
and thermal stability. In addition, the forward reaction by light 
stimuli is fast, the reverse reaction is slow, so that the information 
can be rapidly read by the light, and the state can be maintained 
stably while reading the information. However, conventional 
diarylethene have been used in systems where fluorescent is 
turned off by energy transfer by connecting or mixing with 
fluorophore. This has a disadvantage that it has a lower contrast 
ratio than a system in which a fluorescent is turned on. This 
problem has been solved by the turn-on diarylethene, but it still 
has its limitations due to the disadvantage that it is difficult to 
dissolve in water. Although nanoparticles have been used to solve 
these water insoluble disadvantages, nanoparticles can aggregate 
particles due to Ostwald ripening and become toxic in vivo. It is 
also difficult to track small cell movements with relatively large 
size and weight, unlike single molecules. In addition, there is a 
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disadvantage in that a cell structure image smaller than a 
nanoparticle cannot be obtained. Due to these reasons, 
development of water soluble turn-on diarylethene is required.
Based on the study of Turn-off diarylethene, an example using 
monosaccharide and carboxylic acid to make turn-on water 
soluble diarylethene has been reported. However, due to its 
insolubility in pure water and its relatively high pKa value, it has a 
disadvantage of having a narrow pH range and low solubility in 
water. In addition to being ideal bio imaging photochromic dye as a 
single molecule, it is expected to show great potential in the field 
of super resolution microscopy beyond the diffraction limit of 200 
nm.
In Chapter 2, I developed a water soluble turn-on diarylethene.
The newly synthesized water soluble diarylethene has a wide 
range of pH values and high water solubility unlike the previously 
reported water soluble diarylethenes. Also, high contrast ratio 
images can be stably obtained due to high absorption coefficient 
and photo luminescence quantum yield, high fatigue resistance, 
fast cyclization reaction and slow cycloreversion. As a result, it 
was realized that it could be used as an excellent photochromic 
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material in cells. 
In Chapter 3, Hela cells were incubated and water soluble 
diarylethenes were absorbed into Hela cells. Confocal microscopy 
confirmed that the newly synthesized photochromic material was 
absorbed into the cells and the fluorescence was stably turned off 
and on. A pump-probe experiment was carried out in Hela cells to 
determine if this material works on an super resolution 
microscopy. In practice, labeling is required for use in super 
resolution microscopes. The photochromic material was attached 
to the nanoparticles with positive charge by electrical coupling.
Confocal microscopy confirmed that the electrical coupling was 
effective and showed that it is a promising material for bio imaging 
and super resolution images in the future.
Keyword: water soluble, photochromism, diarylethene, bio imaging, turn on
fluorescence, super resolution microscopy.
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